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摘要:本文应用分子系统发育学的方法, 以 /白蚝0和 /赤蚝0的 18S rDNA、ITS1和 ITS2
片段序列信息为分子标记, 对它们的分类地位进行了探讨.综合上述 3种分子标记的
分析结果,初步认为 /白蚝 0应属于近江牡蛎,而 /赤蚝 0可能不属于近江牡蛎.
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近江牡蛎是我国主要的牡蛎养殖品种之一,除了具有重要的经济价值外,还可以作为海洋
重金属和砷等污染的检测生物
[ 1 ~ 3 ]
.目前我国养殖牡蛎的系统分类仍然存在许多不足, 南方沿
海广泛养殖的 /白蚝0和 /赤蚝0是否都属于近江牡蛎的分类问题是其中比较典型的例子.近江
牡蛎的分类源头可以追溯到美国的博物学家 Gou ld首次将它命名为 C rassostrea rivularis,随后
在 1861年 Gould又将其改名为 O strea rivularis;在近江牡蛎引入日本 A riake湾后,日本的 Fu jita
于 1913年又将其命名为 O strea ariak ensis; Amem iya等 ( 1928 )认为 O. rivularis是幼年期的
O. ariakensis,因此将之命名为 Crasso strea ariakensis; 但是日本的牡蛎分类学专家 D r. Inaba认
为所谓的 O strea rivu laris和 C rassostrea ariakensis实际上都表示的是同一种牡蛎, 为了避免混
淆,建议将它们统一称为 Sum inoe oyster
[ 4]
, 但目前仍然有人对此观点持怀疑态度. 在日本,













亦平等 ( 1994)对近江牡蛎染色体核型和多样性进行了研究, 但研究结果表明染色体核型差异
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要有基因组的 RFLP、RAPD、AFLP、18S rDNA、28S rDNA、线粒体 16S rDNA和核糖体的内转录
间隔区 ITS( ITS1和 ITS2)序列.其中的 ITS序列是核糖体中进化较快的 DNA片段, 能提供丰
富的变异位点和信息位点,可以解决科以下分类阶元的分类问题.





为形体上具有代表性个体.从外观上看 /白蚝0个体大,呈三角形,肉质白; /赤蚝 0个体较小,呈
长卵形,肉质较红 [ (图版Ⅰ )附在刊末 ].
1. 2 方法








18S rDNA: Forw ard 5.-GCTTGTCTCAAAGATTAAGCC-3.
Reverse 5.-TGATCCWKCYGCAGGTTCAC-3.
ITS1   : Forw ard 5.-GGTTCTGTAGGTGAACCTGC-3.
Reverse 5.-CTGCGTTCTTATCGACCC-3.
ITS2   : Forw ard 5.-GGGTCGATGAAGAACGCAG-3.
Reverse 5.-GCTCTTCCCGCTTCACTCG-3.
1. 2. 2 PCR扩增  18S rDNA的扩增条件为: 每次扩增采用 25 mm3体系, 反应混合液含有
2 mm
3
模板 DNA, 0. 25mm
3
Taq酶 ( 1U /mm
3
, 购自 TAKATA公司 ), 2. 5mm
3
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dNTP( 2. 5mmol /dm
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条件为 95e 预变性 5m in, 40个循环 ( 95e 30s, 52e 50s, 72e 2m in) ,然后 72e 延伸 10 m in.
ITS1和 ITS2的扩增条件为:反应混合液同前,反应条件为 95e 预变性 5 m in, 35个循环 ( 95e
30s, 55e 50s, 72e 50s), 然后 72e 延伸 10m in. PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳,溴化乙锭染
色后在紫外光下凝胶成像.
1. 2. 3 PCR产物的克隆  首先对 PCR产物进行切胶纯化 (胶纯化试剂盒, 上海生工 ) ,随后将
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后用菌落 PCR来检测挑出阳性克隆.
2 结果
2. 1 /白蚝0和 /赤蚝0基因片段电泳图
与 marker对照, 扩增产物 18S rDNA大小在 1. 8kb左右, ITS1约 600bp, ITS2约 700bp[ (图
版Ⅱ )附在刊末 ] .
2. 2 测序结果
分别对 /白蚝 0、/赤蚝0 (各随机选取两个 )的 18S rDNA和 ITS1和 ITS2片段进行了测序,
测序由上海博亚生物技术有限公司完成. 测序所得的 18S rDNA序列为 1 788bp, ITS1序列为
656~ 674bp, ITS2序列为 711~ 716bp. /白蚝 0和 /赤蚝 0 18S rDNA序列只有 14个碱基差异,
ITS1序列和 ITS2序列差异较明显.
2. 3 系统发育树
在 GenBank里搜索牡蛎 18S rDNA序列, 未得到近江牡蛎 18S rDNA序列. 选取牡蛎科的
长牡蛎 ( Crassostrea gigas)、美洲牡蛎 ( C. virg inica)、僧帽牡蛎 ( Saccostrea cuccullata )、鸡冠牡蛎
(Lopha cristagalli)和 Ostrea edulis的 18S rDNA序列, 以及 /白蚝 0 ( BZ18S、B218S)和 /赤蚝 0
(H 118S、H218S)的序列,用 LynnonB iosoft DNAMAN V ert ion 5. 01构建系统发育树 (图 1) . 从
图 1 基于 18S rDNA序列构建的系统树
F ig. 1 A phy logenetic tree based on 18S rDNA sequences
注: BZ、B2为白蚝, H 1、H 2为赤蚝,下各图同
图中可见 /白蚝0和 /赤蚝0首先聚类, 而后它们再与长牡蛎聚类. 长牡蛎与 /白蚝0-/赤蚝0类
群之间的遗传距离为 0. 001,美洲牡蛎与长牡蛎-/白蚝 0-/赤蚝 0类群之间的遗传距离也只有
0. 014,因此,从 18S rDNA序列差异来看, /赤蚝 0和 /白蚝 0亲缘关系极为接近,它们与同属的
长牡蛎和美洲牡蛎也很接近,但是与鸡冠牡蛎和 O strea edulis的关系较远.
在 GenBank中搜索牡蛎 ITS1的序列,检索到近江牡蛎的 ITS1序列, 同时选取长牡蛎、日
本牡蛎 ( C. nippona )、和 Saccostrea comm ercialis的 ITS1序列, 并结合白蚝 ( B2ITS1)与赤蚝
(H2 ITS1)的序列,用 Lynnon B iosoft DNAMAN V ertion 5. 01构建系统发育树 (图 2). /白蚝 0和
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近江牡蛎首先聚类,遗传距离为 0. 024, 而 /赤蚝 0与 /白蚝 0-近江牡蛎类群聚类, 遗传距离为
0. 045.从系统发育树可见, /白蚝 0比 /赤蚝0在亲缘关系上更接近网上检索到的近江牡蛎. /白
蚝 0-/赤蚝 0-近江牡蛎类群与日本牡蛎的遗传距离为 0. 102. /白蚝0-/赤蚝0-近江牡蛎-日本牡
蛎类群与长牡蛎的遗传距离则为 0. 132.因此, ITS1序列能较好地区分巨蛎属 ( Crassostrea )的
牡蛎.
图 2 基于 ITS1序列构建的系统树
F ig. 2 A phy logenetic tree based on ITS1 sequences
图 3 基于 ITS2序列构建的系统树
F ig. 3 A phy logenetic tree based on ITS2 sequences
在 GenBank中搜索牡蛎 ITS2序列,未得到近江牡蛎 ITS2序列. 选取长牡蛎、鸡冠牡蛎和
Saccostrea kegaki的 ITS2序列,结合 /白蚝0与 /赤蚝 0的 ITS2序列, 用 Lynnon B ioso ft DNAMAN
V ert ion 5. 01构建系统发育树 (图 3). /白蚝0与 /赤蚝 0之间的遗传距离为 0. 026, /白蚝 0-/赤
蚝 0类群与长牡蛎之间的遗传距离为 0. 096.而 /白蚝 0-/赤蚝 0-长牡蛎类群和鸡冠牡蛎-Sac-
costrea kegak i类群之间的遗传距离则明显大得多. 该系统树显示 /赤蚝0和 /白蚝0尽管亲缘关
系较近,但还是存在一定的差异.
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3 讨论
一般认为,近江牡蛎壳大, 坚厚, 呈圆形、卵圆形、三角形或长卵形不等,背腹缘八字形. 右
壳较左壳小,略扁平, 壳外面同心状鳞片环生, 幼体鳞片薄而脆;多年生长后鳞片完整层层叠,
坚厚, 壳面有灰、青、紫、棕等色彩,壳内面白色,有的边缘具灰紫色, 无齿;闭壳肌痕大,位于壳
的中部背侧,肾形或半圆形,紫黑色. 左壳坚厚,鳞片与右壳类似, 但层次较少, 壳内面白色, 有
的边缘呈灰紫色,韧带槽长而阔,长度约为全壳的 1 /6至 1 /4
[ 14]
. 本实验所取样品与此描述相
符,因此,从外观上看, /赤蚝0和 /白蚝 0似乎都属于近江牡蛎.
从分子系统学方面看,实验结果表明所测样品的 18S rDNA序列的同源性为 99. 6%以上,
同时它们和 GenBank上检索到的其它同属的长牡蛎、美洲牡蛎的序列同源性也都很高
( 98. 4%以上 ) ;但是通过 ITS1建立的系统树显示 /白蚝 0与网上检索得到的近江牡蛎亲缘关
系近, 而 /赤蚝0与网上检索得到的近江牡蛎的亲缘关系较远.基于 ITS2序列建立的系统树表
明 /赤蚝 0和 /白蚝 0之间有所差别,遗传距离为 0. 026.综合上述 3种分子标记的分析结果, 初
步认为 /白蚝 0可能属于近江牡蛎, /赤蚝 0则可能不属于近江牡蛎. 至于 /赤蚝 0的分类地位,
由于目前 GenBank上检索得到的序列有限,还有待于进一步的研究.
李孝绪和齐钟彦 ( 1994)把比较解剖学引进牡蛎的分类,将我国的牡蛎分为 15种,并认为
广东养殖的 /赤蚝 0和 /白蚝 0属于不同的 2个种, 但未能完全解决其种名问题 [ 15] . 关云凌




. L i等 ( 1988)也认为 /赤蚝0和 /白蚝0存在差异, 且认为它们属于不同的种 [ 17 ] .本实验所
得初步结果从分子水平上支持了上述的观点.
此外,本实验发现应用 18S rDNA系列差异不能很好地区分巨蛎属的牡蛎, /白蚝 0和 /赤
蚝 018S rDNA系列之间的的同源性大于 99. 6% ,它们与长牡蛎的遗传距离也仅为 0. 001.这可
能是 18S rDNA序列过于保守,以至于分类阶元非常接近的物种难以用这个分子标记加以区
分. D av id( 1995)认为 18S rDNA可以区分 Rhabditidae科水平线虫,但不能解决种间的分类问
题 (如 Caenorhabd itis spp. )
[ 18 ]
.而 ITS序列是核基因组中进化较快的 DNA片段, 可以提供较丰
富的变异位点和信息位点,且序列相对较短,在核基因组中高度重复,测序方便. 因此,实验采
用 ITS片段 ( ITS1和 ITS2)作为另一个分子标记加以验证. 实验证明 ITS1和 ITS2序列是比较
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Abstrac:t There are st ill lots of problems in the system atic taxonomy o f oysters in Ch ina. Among
them, w hether thew idely bred / wh ite oyster0 and / red oyster0 in Southern Ch ina are the same spe-
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cies o fC rassostrea rivularis is to be revealed. W e amplified the 18S rDNA sequences, ITS1 and ITS2
sequences of the / wh ite oyster0 and the / red oyster0 respect ively, and take them as mo lecular
marks for mo lecu lar phylogenet ic analysis. The prelim inary resu lts show that the / wh ite oyster0
shou ld belong toC rassostrea rivularis, and the / red oyster0 probably belongs to the o ther spec ies.
K ey w ords: mo lecu lar b io logy; DNA part ial sequences; phy logenesis; Crasso strea rivularis
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